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シスプラチンは頭頸部癌治療における化学療法薬として広く使用されているが電鰤膝後に
腫瘍再発を認める例も経験されシスプラチンに対する耐性の獲得が問題となつている。これ
までに著者らは頭頸部癌におけるシスプラチン耐性の機序を検討するためにシスプラチン耐
性上顎癌細胞株の樹立に成功した。また耐性株を用いた角早析において細胞周期の G2/M期停
止がシスプラチン耐性に重要な因子であることを見出した。本研究では、シスプラチン耐性
上顎癌細胞株のG2/M期停止に関わる機序について分子生物学的手法を用いて検討した。
実験対象はヒト上顎癌細胞株IMC‐3から樹立したシスプラチン耐性株IMC‐3CRを用いた。
耐性に関与する新規分子を同定するため、IMC‐3CRにおいてシスプラチン処理後に有意に
発現が変化する遺伝子をPCR arrayにて解析した。同定された遺伝子のmRNAレベルでの
発現をリアルタイムPCR法で、蛋白レベルでの発現をWestern blotting法で検討した。また
機能的な解析としてsiRNAによつて発現を抑制し、シスプラチン投与後の細胞周期の変化、
アポ トー シス細胞数、細胞生存率について定量した。さらに遺伝子を強制発現させた際の細
胞生物学的特性の変化について観察した。
シスプラチン耐性株 IMC‐3CRにおいて、シスプラチン処理後に転写制御 因子
Poly(rc)‐Binding Protein 4(PCBP4)のmRNAおよび蛋白レベルが約2倍の発現上昇を認め
た。PCBP4特異的siRNAによつて発現を抑制すると、シスプラチン処理後48時間でG2/M
期に誘導される細胞数は減少し、逆にSubGl期へ誘導される細胞数が増加 した (p<0.05)。
また anne逓nV‐FITCキットを用いた角早析では、増加 したSubGl期の細胞はアポ トー シス
であることが確認された。MTTアッセイではPCBP4を抑制すると有意にシスプラチン投与
後の細胞生存率が低下することが示された (p<0.05)。一方、ヒト上顎癌細胞株 IMC‐3に
おいてPCBP4の強制発現株を作成したところ、シスプラチン処理後G2/M期に誘導される
細胞が増加し、アポ トー シス細胞は減少した。シスプラチン投与後の細胞生存率はIMC‐3CR
と同等であり耐性化 していることが解った。さらに RIP‐Assayにおいて検討した結果、
PCBP4が結合しうる分子として細胞月期制御因子Cdc25Aが見出された。
以上の結果より、上顎癌細胞株のシスプラチン耐性に関わる細胞周期の制御機構につい
て、シスプラチン刺激により発現が上昇したPCBP4分子が Cdc25AのmRNAと結合する
ことによつて発現低下を誘導しG2/M期停止を引きおこすことが明らかとなつた。その結果、
上顎癌細胞がアポ トー シスを逃れシスプラチン耐性を獲得することが示唆された。本研究
は、シスプラチン耐性ヒト上顎癌細胞におけるPCBP4に対する分子標的治療が、G2チェ
ックポイント解除によつてシスプラチン耐性を克月睫する可能性を示すものであり、本学学位
論文として十分価値のあるものと認める。
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